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Abstract (Basic) : EP 40144 A 

Mixts. of sulphated polysaccharides/ which have the general 
structure of constitutive polysaccharides of heparin and have acid gps . 
in free or salified form (pref . sodium, magnesium or calcium salts) are 
characterised, in that the constitutive polysaccharides have an 
ethylenic double bond at one end of their chain and in that the mixts., 
in the form of their sodium salts have the following characteristics 
(1) % of sulphur 9-13.5 %; (2) % of nitrogen 1.8-2.5%, (3) % of uronic 
acids 20-30%; (4) 2000-10000 daltons and (5) specific rotation in aq. 
soln. at 20 deg.C (alpha) D20 +25 deg. to +55 deg. 

Anticoagulants and antithrombotic agents used for treatment and 
prevention of thromboses and as hypolipaemic agents. The sulphated 
polysaccharides of the present invention have longer duration of 
activity than does heparin and cause less side- effects (haemorrhage). 
The partic. those with mean mol. wt . less than 7000 daltons, have 
antithrombotic activity superior to their anticoagulant activity and 
have similar toxicity to. heparin when administered subcutaneously . 
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© Nouveaux polysaccharides sulfates, precedes pour leur preparation et leur utilisation 

© Melanges de polysaccharides sulfates ayant la structure 
generate des polysaccharides constitutes de Cheparine et 
dont Ies groupes acides sont sous forme libre ou salrfiee, 
caracte rises en ce que Ies polysaccharides constitutifs desdits 
melanges ont une doubles liaison ethylenique a I'un des 
bouts de la chatne et en ce que Ies melanges presentent ^ 
retat de sel de sodium ,!es caracteristiques suivantes: 

- pourcentage de soufre. : 9 a 13,5 % 

- pourcentage d'azote : 1,8 a 2£ % 

- pourcentage d'addes uroniques : 20 % a 30 % 

- poldsmolecuiairemoyenenpoids:2000al0000daltons 
. pouvoir rotatoire specifique en solution aqueuse a 20 C C : 

i [aj : 25° a + 55' 

D 

Ces melanges sont utilisables comme medicaments pour la 
prevention et le traitement des thromboses et pour le traite- 
ment de I'hyperlipemie. 



o 
o 
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Nouveaux polysacch arides sulfates, proced6s pour leur preparation et 
leur utilisation comma medicaments 

La presente invention a pour ob jet da nouveaux melanges de polysaccha- 
rides sulfates de poids moleculaire moyan en poids inf erieur a celui da 
l'heparine, utilisables comma agents anticoagulants et antithromboti- 
quas dans la prevention et le traitement des thromboses et comme agents 
hypolipemianta* 

L» heparins eat un melange de mucopolysaccharides sulfates d f origins ani- 
mals, largement utilise pour ses proprietes anticoagulantes st anti- 
thrombotiquesf notammant dans la prevention des thromboses veinauses 
post-operatoires, et pour ses proprietes hypolipemiantes^ On salt 
quelle agit dans le processus de la coagulation en ectivant un inhi- 
bit eur natural de la coagulation contanu dans le sang, I'entithrombi- 
ne XXX. L f activation de cette proteine a pour effet d'inhiber I 1 action 
de deux proteases, le facteur X-active (facteur- Xa) d f une part et la 
thrombins d 1 autre part. 

L 1 activite anticoagulante in vitro de 1' heparins est mesuree commune- 
ment par les techniques of f icielles des pharmacopeas, en particulier 
des pharmacopees americaine, anglaise ou f rancaise, en se t r6f erant a 
un etalon international. Hais il est maintenant possible ds mesurar sea 
activites specif iques in vitro, d'une part vis-a-vis du factsur Xa et 
d'autra part via-a-vis de la thrombins (of. par example A. TEIEN et el., 
Thrombosis Research, 11, 107, 1977). 

Les heperines commercialas, qui sont des melanges de polysaccharides 
dont Is poids moleculaire moyen en poids est superieur a 10 000 daltons 
et dont la dispersion de poids moieculaires va de 4 000 a 45 000 dal- 
tons environ, presentent les activites in vitro suivantes : 

- Activite anticoagulante mesuree par la methods de la pharmacop6e 
frangaise, Seme edition, monographie heparine, en se referant au 3eme 
etalon international (ou activite anticoagulante codex) : 140 a 200u.i./ 
mg. 
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- Activity anti-Xa meeuree par la mSthode da TEI£W at al (dSja cit£), 
en se reT Grant au 3eme etalon international s 160 a 180 Uoio/mg. 

- Activity AoPoToTo (Activated Partial Thromboplaetin Time) mesuree par 
la mtSthode da TEIEN at al (deja cits), en sa referant au 3eme etalon 

5 international s 150 a 170 Uoio/mg 0 

L'heparine est obligatoirement administrate par voie parenterala (en 
pratique la voie sous-cutanee) et sa duree d 1 action eat ralativeroant 
courte, d'oti lea deux inconvenienta majeure suivanta s neceeaite* d'ef- 
fectuer troia administrations par jour et frequence relativement Sieves 
d' accidents hemorragiquBs post opdratoireso 



II eat connu (cfo 30HNS0N et al, Thromboeo Haemostaao Stuttg 0 , 1976,35, 
5B6-591 5 LANE at al, Thrombosis Research 16, 651-662, Pergaraon Preea 
Ltdo 1979 | LASKER, CHXU, Annals MoYo Acado Scio, 222, 1973, 971-977 5 
LASKER, AdVo Exp. Redo Bidlo 52, 1975, 119-130) que l'on peut obtenir 

15 par fractionnement da l'heparina, par exetnplB par filtration eur gal 

Sephadex, des fractions da ppida moleculaire moyen plua faible que ce- 
lui da l'heparine et de dispsraion de poids moleculeirea moins large 
que celie de l'heparine; Ainsi que le montrent les essais affectum in 
vitro et in vivo, de tallas fractions d'une part sont relativement plus 

20 actives aur le facteur X-activ6 que eur la thrombins ( c'eat-a-dirs 

qu«elles presentment un rapport 

.*.*"-..•* 

art* vita anti-Xa nettemenfc superieur a 1), et d r autre part 

activity anti-thrombinique 

sont plus aise*ment abaorbees dans la circulation § partir d'une injec- 
25 tion sous-cutanee que l'heparine ells-mime, d'oO una activity plasmati- 
cs plua alevee at ds plus longua duree que celle de l'heparineo 

II est connu tSgalement (cf * LASKER et CHIU ddja cita* j LASKER deja cit(S$ 
brevet UpSo 3 766 167 ; PERLIW et al, CARBOHYDRATE Research, 18, 1971, 
185-194) de preparer, par hydrolyse enzymatique da l'heparine, des pro- 
30 duits de depolymerisation ayant un poids moleculaire moyen bas (prati- 
quement 5 300 a 4 500 dal tons, determine* par ultracentrifugation) et 
one activity anticoagulante, d6terminde par la mSthode UoS.P* N° XVII, 
d'environ 70 u.i./mg, Ces produits dB .depolymerisation peuvent Stre 
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fractionnes, par filtration aur gal Sephadex, an fractions dont lea 
poids molaculeires moyens, determines par ultracentrif ugation, vont 
de 3 200 a 5 900 daltons -at lea activity anticoagulantes da 45 b 95 
Upio/mg (methods U.S«Po)« Ces produits de ddpolym^risation at las 
5 fractiona qui en sont issues sont actifs par la voie orale ausei bian 
que par la voie parenteral 

II est connu aussi (cf„ LASKER deje cite) da preparer, par depolymeri- 
sation de 1* heparins a l'aide decide ascorbique et d'eau oxygenee, 
des produits de bas poids moleculaire moyeno La depolymerisation a 
10 1 1 aide d'acide ascorbique et d'eau oxygenee conduit , epres fraction- 
nement a l'alcool, a des fractions ayant un poida moleculaire moyen 
de 4 000 a 7 100 daltons et une activity anticoagulante de 12 a 100 
Uoio/rog (methode U 0 SpP 0 )o 

Enf in, il est connu (cf demands de brevet anglais 2 002 406 A public© 
15 la 21o02o1979) de preparer, par resulfatation de produits de depoly- 
mtoisetion.de I'heperine denude d'activite anticoagulante, dea oligo- 
poly saccharides ayent un poida moleculaire moyen, determine par la 
methode de Somogy, de 2 600 & 5 500 daltons, un pouvoir rotatoire spe- 
cif ique mesure en solution aquause a 20°C de «M0° a +50° et una acti- 
20 vite anticoagulante inferieure k 50 Uoio/mg (methods U o S 0 Po) qui ae- 
raient actifs aussi* bian par voie orale que par voie parenteraie pour 
la prevention des thromboses o 

. Les melanges de polysaccharides sulfates salon V invention aont das 
melanges de polysaccharides sulfatea ayant la structure generale des 
25 polysaccharides constitutifs de 1'heparine, c'est-a-dire presentant 
lea memes chainons ei6mentaires que les polysaccharides constitutifs 
de 1 'heparins, lesdits chainons eiementaires etant lies de la moms 
maniere que dans ces derniers, Toutefois, contrairement aux polysaccha- 
rides constitutifs de l'heparina, les polysaccharides constitutifs des 
melanges selon 1" invention comportent une double liaison ethyieniqus a 
I 1 una des extremites de leur chaine* . 

Dans les melanges selon V invention, las groupes acides des polysac- 
charides sulfates peuvent etre sous forme libre ou sous forme sali- 
fiee, en perticulier sous forme de sel de sodium, de calcium ou de 
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magna* slum • 



10 



15 



20 



25 



Lea melanges salon l'invention prewntent, k V6tat de sal de sodium, 
les caracteristipueB suivantes s 

- pourcantage de soufre i 9 %h 13,5 % 

- pourcsntage d'azote : 1,8 # a 2,5 # 

- pourcsntage decides uroniques : 20 % & 30 % . 

. - poids moleculaire moyen en poids i 2 000 k 10 000 dsltons 

- pouvoir rotatoire specif ique en solution aqueuse a 20°C s 
120 



H 



s +25° a +55° 



Les teneure en 8 oufre et en azote et le pouvoir rotatoire indiquee 
ci-deeaue ont ete determines par lee methodes de la pharmacopee fren- 
caise, Seme edition, monogrephie heparine. Le teneur en ecidee uroni- 
ques a ete determine par la methode de N. BLUHENKRANTZ et al. (Analy- 
tical Biochemistry, 54, 484, 1973). Le poids moleculaire moyen en poids 
a «ti determine par chromatographie pat permeation de gel sur gel de 
polyectylsmids-egarose en ss referent e dee etelone constitute par des 
hepsrines de poids moleeuleire moyen connu, eelon la methode de ANQERS- 
SON et al. (Thrombosie Research 9,575,1976). 

Lee polyeeccharides constitutifs dee melanges selon l'invention repon- 
dent en partieulier a le f ormule : 

CH 2 " R 1 



// m H \ .0-r-t-G— 0— 




30 



dans laquelle R designe un atome d'hydrogene ou un groupe carboxyliqus, 
eous forme acide ou sous forme salifiee, R' designe un groupe OH ou un 
groupe sulfats, sous forme acide ou sous forme salifiee, R,, designe un 
groupe OH ou un groupe sulfate, sous forms acide ou sous forme salifiee, 
R 2 designe un groupe sulfonsts, sous forme acide ou sous forms salifiee, 
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ou un groupe ac^tyle, -0- designs un pont oxygene, les chainons G d6- 
signent las chainons du type glucosamine figurant dans la structure de 
l'heparine, les chainons U dgsignent les chainons du type acide uroni- 
que (acide D-glucuronique, acide L-iduronique, acida L-iduronique sul- 
5 fat6) figurant dans la structure de l'heparine, et n est un nombre 
entier de 3 a 20. 

Dans la formule (I) ci-dessus, les groupes acides des polysaccharides 
peuvent §tre sous forme libra ou sous forme salifiee, en particulier 
sous forma de sel de sodium, de calcium ou de magnesium. 

10 Bien que la presents invention concarne 1' ensemble des melanges tels 
que deTinis precgdemment,. elle a plua particulierement pour objet ceux 
de ces melanges qui, a l'gtat de sel de sodium,. pr6sentent les carac- 
teristiques edditionnelles indiquees pour les categories I, II, III 
dans le tableau A ci-apres t 

15 TABLEAU A 



i 




CatSqorie 


Cateqorie 


Ceteqorie 






I. 


II 


III 




Poids moleculaire moyen en 
poids (en daltona) 


8 000 a> 
10 000 


3 000 a 
8 000 


2 000 a 
7 000 


20 


Activity anticoagulante in 
vitro Codex 


130 a 160 


80 a. 140 


10 k 80 




Activity in vitro anti-Xa 


130 a 180 


120 h 250 


80 a 250 




Activity in vitro A.P.T.T. 


100 a 150 


80 a 120 


10 a 60 


25 


Rapport 

activity in vitro anti-Xa 
activity in vitro A.P.T.T. 


1 a 1,5 


1,4 a 3 


2 a 10 



L'ectivite" anticoagulante Codex indiqueV dans le tableau A e 6t6 de"ter- 
minee par le mSthode de la phermacppe*e frenyeise, 8eme Edition, monogra- 
phie heparine. Les activites anti-Xa et A.P;T.T. indiquees dans le ta- 
30 bleau A de meme que celles indiquees plus loin dens les tableaux B et C 
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ont «ti' determines par la methode da TEIEN at al. (deja cite), an aui- 
„ant laa modes operatoiree decrits ci-deasoua : 
a ) WBBure de l '«.H:lvlt« anti-Xa : 

Cette activite est determines sur plasma de bovin deplaquette a 1 -aide 
du subatrat chromogene S 2222 [peptide chromogene de etructure (N-ben- 
zoy l) Ile-Glu-Gly-Arg-(p-nitro)anilide] et en se referent eu Same ate- 
Ion international. 

A 10 b* de eolation du produit a. tester ou de 1'etalon en milieu tampon 
aqueux Trie / EDTA P H 8,4. represent 0,02 a 0,08 ^ de produit ou 
Catalan, on ejoute 100 ^1 de plasma de bovin citrate, prealeblement 
dilue au 2/5 avec le tempon trie / EDTA precedent. Apree troxs minutaa 
d-incubation a 37«C, on ajoute 100 ^1 d'una solution aqueuse de fee- 
teur Xa covin representant 7 n Kat da factaur Xa. Aprea 30 eacondae 
d.incubation on a 3 oute 200 ^ da solution aqueuee da S 2222 represen- 
ted 0,2amole de S 2222. Aprea troia minutaa d- incubation on ajoute 
300 ^ d'acide acstique at on lit la densite optique de la solution a 
405 nm par rapport & de l'eau distillSe. 

En tragent lee courbaa qui donnent la densite optique mesurse en fonc- 
tion de le concentretion d'une part dans le caa du produit" a tester, 
d .autre part dans la cas de 1'etelon, on obtient deux droites, I'una 
native au- produit a taster 1' autre relative a 1'etelon. L'activi e 
du produit a teeter, exprimee en unites internetionelee par mg, est 
donnde par la formula : 

pente de le dr oitB reletive eu produit e tester 

• 173 ' 

pante de le droite reletive a l'etalon 

1. chiffre 173 correspondent a la valeur de 1'ectivite pour le 3eme 
• atelon intemetionel. Le rapport ci-dessus dee pontes des. deux droites 
ast egal a 1'inverse du rapport des concentrations en produxt a tester 
et en (Stolon conduisent & una msrne densite optique. 

b) Wesure de 1' activity A.P.T.T. 

Le produit a tester et le 3sme etalon international sent dissous dens 
une solution aqususe 0,15 H de ohlorure de sodium, puis dilues evec du 
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plasma da bovin citrate* daplaquette* de facon a obtenir dee concentra- 
tions en produit a tester ( ou en Stalon ) de 0 a 4 pg/ml. 

A 100 y>1 de la solution ainsi realises on ajpute 100^1 de react if 
"automated APTT Precibio" (rdactif a base de phospholipides de cerveau 
de lapin et de silice micronises) et, apres una incubation de 5 minutes 
a 37°C, 100^1 d'une solution aqueuse 0,025 PI de chlorure de calcium. 
On mesure le temps de coagulation a l'aids d'un fibrometre Bio-Nerieux. 

En tragant les courbes qui donnent le logarithms du temps de coagula- 
tion e*n fonction de la concentration d'une part dans le cas du produit 
a tester, d^utre part dans le cas de l f £talon, on obtient deux droites. 
L'activite* du produit a tester, exprimee en unites internationales par 
mg, eat donnee par la formula : 

pente de la droits relative au produit a teeter 

173 — 

pente de la droits relative a l'gtalon 

le chiffre 173 correspondant a la valeur de V activity pour le 3eme 
a" talon international* 

Toutes lea activity figurant dans las tableeux A, B et C sont expri- 
mees en unite's intsrnationales par mg (u.i./mg), en se reTGrant au 
3eme Stalon international. 

Les melanges selon l 1 invention sont prepared par action d'une bass mi- 
nerele ou orgenique sur un ester d'heperine resultant de l f est edifica- 
tion partielle ou totale dss groupes acide carboxylique de 1 'heparins. 
Dans cet ester les groupes ecides de l'heparine non estsrifies (c'est- 
k-dirs les groupes sulfate acide et svsntuellement une partie dee grou- 
pes acids carboxylique) peuvent Stre h l'Stat libre ou sous f orms da 
sal, en perticulier de sel elcalin tel que le ael de sodium, de sel 
alcalino-terreux tel que le sel de calcium, de sel de magnesium ou ds 
sel d' ammonium quaternaire a longus chaine tel que le sel de benze*- 
thonium. 

Dans le cas ou l 1 ester d' heparins est solubls.dans l'eau (cas par sxsm- 
pls oa les groupes acides non ssterifies sont sous forma de sel de so- 
dium), la reaction antre 1" ester et la base peut etre effsctues dans 
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I'eeu, 6 une temperature de 20«C a 80»C,. la concentration molaire de 
la beee dane la milieu etant de preference compriee entre 0,1 et 0,6. 
Connne bases utilisables on peut citer lee basee solubles dene l'eau et 
en particulier l'hydroxyde de sodium, l'hydroxyde de potassium, lee 
carbonatee alcaline, la triethylamine , la triethylenediamine, la qui- 
nuclidine, la diaza-1,5 bicycle [>.3 o 0 ]nonene-5 et le diaza-1,5 bi- 
cycle [5o4.o] undecene-5. Une fois la reaction terminee, on isole le 
produit de ^polymerisation forme, pe* example par precipitation par 
addition de chlorure de sodium, puis de mithanol. 

La. reaction entre 1' ester et la. base peut egalement etre affectuee, en 
particulier dans la cas oti lee groupee acides non esterifies de l'ester 
sont sous forme de sal d'ammonium quaternaire a longue chaine, dans un 
solvant organique inerte dudit ester, tel qua par exemple le dichloro-. 
ethane, le dimethylformamida, le formamide ou le tetrahydrofuranne, a 
une tempirature de preference de 20-C a 80»C o Comma bases utilieables 
on peut citer les basee solubles dans la aolvant utiliafi et en parti- 
culier le diaza-1,5 bicycle |>o3 0 a] nonene-S, la quinuclidine et le 
diaza=1,S bicyclo [So4.0o] undacene-S. Une foie la reaction terminee, 
on isole la produit de depolynuSrisation forme, dans lequel les groupes 
acide carboxylique sont encore esterifies, a l'etat de sel alcalin, at 
I'hydrolyaa par une solution aqueuse d'hydroxyde alcalin, en particu- 
lier d'hydroxyde de sodium, su moins 1W, a basse temperature (0«C h 
+5o C ). Le produit finel est separe, par exemple par precipitation par 
addition de chlorure de sodium, puis de roethanolo 

Les estsrs d'heperine utilises comme produits de depart pour la prepa- 
ration dee meiengee de polysaccharides selon ^invention peuuent etre 
das estsrs non s61sctifs ou selectifso Per esters non seiectifs on en- 
tend dans le cadre de la preeente invention das esters d'heparine dans 
lesquele eont esterifi6s indifferamment les groupes carboxyliquee des 
chainons acide D-glucuronique, acide L-iduronique non sulf ete et aci- 
de L-iduronique sulfate. Par esters seiectifs on entsnd dans le cadre 
de la presente invention des esters d'heperine dans lesquels sont eete- 
rifi6s, partiellement ou totalement, soit uniquement las groupes car- 
boxyliquee des chainons acide D-glucuronique, eoit uniquement les grou- 
pes carboxyliquee des chainons acide D-glucuronique et acide L-iduroni- 
que non eulf ate, soit encore uniquement les groupes carboxyliques des 
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chainona acide L-iduronique non aulfate at acide L-iduronique eulfeti, 
aoit enfin uniquement lea groupea carboxyliques des chainona acide 
L-iduronique sulfate. 

Comme eaters d' heperine utiliseblee comn)8 produit da depart dans lea 
procedea aalon 1» invention, on peut citer en particulier lea esters 
d'heparine decrite dans le brevet francaia 2 150 724 at dans le brevet 
anglaia 1 501 095, .ainai que lee esters methylique, ethylique, ethoxy- 
carbonylmethylique, cyanomethylique, benzylique at benzylique eubatitua 
(en particulier chloro-4 benzylique, nitro-4 benzylique) d'heparine. 
On emploie de preference comme produit de depart lea mutm nbSnS SSufl 
aubatitue d'heparine,, Lee esters d'heparine utilieea comme produite de 
depart dans lea precedes aelon 1' invention peuvent etre issus d'hepa- 
rine de n'importe quelle origine (heperine de poumon de boeuf , heperi- 
ne de muqueuae de pore* heperine d» intestine de boeuf, etc* 0 .) 0 

Lea estere methylique, ethylique, ethoxycarbonylmethylique, cyanomS- 
thylique, benzylique et benzylique aubatitue d'heparine non eelectifa 
peuvent etre- obtenue par example per ection d'un sel neutre.d'emmonium 
quatemeire ou d' amine de 1 'heperine evec un derive halogens de formule 
Hal - CH 2 - R (II) dane laquelle Hal ddsigne un atome de chlore, de 
brome ou d'iode et R designs un atome d'hydrog&ne ou un groupe methyle, 
ethoxycarbonyl, cyano, phenyle ou phenyle aubatitue. Cette reaction eat 
ef f ectuee en eolution ou en suspension dans un aolvant inerte tel que 
le dimethylformamide, le chloriire de methylSne^ le dimethylaulfoxyde, 
le tetrahydrofuranne ou l'acetone,' a une temperature compriae entre 
-20°C at +60°C o 

Lea estere methylique, ethylique, dthoxycarbonylmethyliqua , cyanomethy- 
lique, benzylique et benzylique aubatitue d'heparine dans leaquela aont 
■aaterifiea, partiellement ou totalement, aoit uniquement lee groupea 
cerboxyliquea dee chainona acide O-glucuronique, soit uniquement lea 
groupes cerboxyliquea dee chainona acide O-glucuronique et ecide 
L-iduronique non sulfate, sont obtenus par reaction d'un derive halogene 
de formule (II) tel que defini precedemment evec un aal ecide d'arnmo- 
nium quatemeire de 1' heperine dans lequel aont salifies, outre lee 
groupes sulfate, soit uniquement les groupes carboxyliquaa dee chai- 
npns acide O-glucuronique, soit uniquement lea groupea carboxyliquee 
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des chainona acide D-glucuronique at acida L-iduronique non sulfate, 
las autras groupes carboxyliquaa etant sous forma acide. Cette reac- 
tion est effectuee dans les memes conditions que la reaction du derive 
halogene da formula (II) avec un sel neutrs d' ammonium quaternaire de 
5 l'heperine. 

Les sels scidea d'ammonium quaternaire de l'heparine, dsns lesquels 
aont salifies, outre les groupes sulfate, uniquement les groupes carbo- 
xyliquaa dee chainons acide D-glucuronique, sont obtenue per action 
d , un sel d'ammonium quaternaire eur l'heparine, en milieu aqueux, a un 
10 pH compris entre 3 et 4„ ' 

les sels scides d'smmonium quetemaire de l'heparine, dens lesquels sont 
salifies, outre lea groupea aulfate, uniquement lee groupes carboxyli- 
ques des chainons acidea D-glucuronique at L-iduronique non eulfate, 
sont obtenus per ection d'un eel d'ammonium quaternaire sur l'heparine, 
en milieu equeux, a un pH auffisamment bas pour former le sel d'ammo- 
nium quaternaire de l'heparine dens lequel seule sont salifies les 
groupes sulfete (en pratique pH 2 a 2,5), puis neutralisation selective 
des groupes cerboxyliques dee cheinone acide D-glucuronique et acide 
L-iduroniquB non sulfate du produit ainsi obtenu per addition d'une 
quantity calculee- d'hydroxyde d'ammonium quaternaire en milieu dimethyl- 
formemide. Cette quantite eet calculee an se basant sur la courbe de 
neutraliaation d'une prise de poids determine dudit produit en milieu 
dimethylf ormemide o 

Les esters mathyliqua, ethylique, ethoxycarbonylnuSthylique, cysnome- 
thylique, benzylique et benzylique eubstitue d'heperine dans lesquels 
aont esterifies, partiallement ou totelemsnt, soit uniqUBment les 
groupes carboxyliquea des chainons acide L-iduronique aulfate eoit uni- 
quement les groupes carboxyliques des cheinons ecide L-iduronique non 
sulfate at acide L-iduronique aulfate sont prepares par action d'un 
alcool de formula HO - CH 2 - R (HI), dans laqualle R est gh etome 
d'hydrogene, ou un groupe methyle, ethoxycarbonyl, cyano, phenyle ou 
phenyle aubstitue, sur l'heparine, en milieu aqueux, en presence d'un 
agent de condanaation du type carbodiimide aoluble dana l'eau tel que 
par exemple l'ethyl-1 (dimethylamino-3 propyl)-3 carbodiimide, le pH 
du milieu etant ejuste h una veleur comprise dana l'intervalle 3,5-4,5 
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dans la premier cas et a una vaieur comprise dans l'intervalie 2-3 
dans le dauxieme cas. Comma alcool da formula (ill) utilisable on 
paut citar an particulier le methanol et l'ethanol, auquel cas on 
obtient respectivement dee asters d' heparins selectifs methylique et 
ethyliqUB. 

Les procedes salon l'invention utilisant l'action d'une baae minerale 
ou organique aur un ester d'heparine, qui sont das procedes par 
^-elimination, permattent de reelisar une depolymdrisation partialle 
et eontrolee de l'heparine sans alterer sa structure generale, 

Les melanges da polysaccharides sulfates salon 1» invention posaedent 
das activites anticoagulante et antithrombotique et une activity hypo- 
liperaiante. Pour les melanges de poida moleculaire. moyen suffisamment 
faible (en pratique inferieur ou agal a 7 D00 daltons), l'activite an* 
tithrombotique est superisure a l'activite anticoagulante. Las melen- 
gea aelon 1» invention sont peu toxiques. A titre d'exsmpla, le produit 
de 1 'example 9 est atoxique a la doss de 300. rag/kg chez le rat et la 
souris, , lorsqu'il est administre par la voie intra-veinause, et pre- 
eente une toxicity identique a celle ds l'heparine, loraqu'il est 
administre par la voie sous-cutanae. 

Les melanges de polyssccharides sulfates aelon 1' invention dans Ibs- 
quels las groupes acides des polyssccharides sont sous forma de sbIb 
pharmaceutiquamant accap tables, an particulier sous forme de sel de 
sodium, de calcium ou de magnesium, sont utilisables, en tent qu' agents 
anticoagulents et antithrombotiques, pour le prevention et le treite- 
ment des thromboses. Us sont agalamant utiliaablee pour le traitement 
de 1' hyperlipemia. lie peuvent etre avantagausement substitues a 
l'heparine pour da telles applications. En off at, administrea par voia 
sous-cutanee, ils presentant une plus longua duree d- action que l'he- 
parine, ce qui parmat de diminuer la frequence das injections. D' autre 
part, ils provoquant moina d'effets secondairea (effete hdmorragiques) 
que. l'haperine. 

Ils pauvent etre edministres, en melange avec un vehicule pharmaceu- 
tiquamant acceptable, par voie intraveinausa, par voia sous-cutanee, 
par voia pulmonaire (inhalation), par voie rectale, et, pour les 
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^noee de poida moleeulaire moyen euff iaamment ba8 (melangee da la 
^ a II an particular), par voia orala. Las doaas adminietrees 

::::::: * dB ^ «— ^ 

thrombotiqua ou hypolipemiant) . 

UB s exemplee suiuanta iliuetrent ^invention sana la lindtar. 

Le 8 el ne U tra da ben^onium d'Heparine ou Marinate * 
u tiliaa comma produit da depart dana laa axamplaa 1 a 3, 10, 12 h 
r^d-una carina d-inWin de pore ayant laa oa-ct^uaa 

suivantes : 

- poida moleeulaire moyen an poida : 16 000 daltone 

. pouvoir rotatoira epeeif tqua an aolution aaueuse a 20 C . 
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- activite anticoagulants Codex : 157 u.i./mg 
w „.utd. d. 8.nz«„on iu . -«P«i» « »»"*' t °;iX Z " 

tp^in. - — ' i - — 




30 



. wtivitd anticd.aul.nt. Cddwc s 128 d.i./»d 

... ..1 n«tr. d. P«,zdtK«,iu. d.hdp.din.« hdp..in.t. d. d.nrfth.niu, 
u Ui.d c— P-duit d. ddp«t d.n, X..»^. 16 ».t Urn 
Z „ d. pnxo W .nt un pnid. »dtd= Ul .it. mm* P-d. d. 

HoO d.lL.. un p.u.dir »t.tdir. .pddiri,u. . .dtuticn .du-us. t 
2D . C d . t «• .t un. .etivitd ,nti=..,ul.nt. cod.* ds 180 u.i./-,. 

L . ..1 «. ..did. d'hdp.rin. utUisd d»- prdduit d. ddp.rt -1» 
, Jpl.. 17 8 18 Cd„. ! p.nd 8 1'hdp.rin. d. ^- =• P« 



- 13 - 



0040144 



EXEflPLE 1 

A une solution de 30 g d'heparinate de benze"thonium dans 600 ml de di- 
mSthylformemide on ajoute 30 g de chlorure da (chloro-4)benzyle. Apres 
dissolution, on laisse en contact 60 heures a la temperature ambiante 
5 (environ 20°C).puis ajoute 600 ml d'une solution a 10 % d'acgtate de 
sodium dans le methanol. Le prdcipite* forme* est separe* par filtration, 
lave* au methanol et seche* sous vide. On obtient ainsi 10,75 g d 9 ester 
chloro-4 benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

On met en contact, sous agitation, tester obtenu avec 269 ml d*une so- 
10 lution aqueuse 0,4N d»hydroxyde de sodium a 25 °C. Au bout de 2 heures 
on neutralise par addition d'une solution aqueuse 0,4N d'acide chlo- 
rhydrique et precipite par addition de deux volumes (c f est-a-dire le 
double du volume de la phase aqueuse) de methanol. On isole par filtra- 
tion 8,46 g d* heparins depolymerisee, sous forme de sel de sodium; 

15 EXEflPLE 2 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzdthonium dane 600 ml de di~ 
raSthylformajnide on ajoute 30 g de chlorure da benzyls. Apres dissolu- 
tion, on laisss en contact 60 heures a la temperature ambiante, puis 
pricipite par addition de 600 ml d T une solution a 10 gd'ace'tate de 
20 sodium dans le methanol. On isole le prScipite* par filtration, le lave 
au methanol et le seche sous vide. On obtient ainsi 11,4 g d'eiTer^^r^ 
d'heparine sous forme de sal de sodium* 

On met en contact pendant deux heures, sous agitation, 3 g d 1 ester 
ci-dessus avec 75 ml d'une solution aqueuse 0,4N d'hydroxyde de sodium 
25 a- 20°C-25°C. Puis on neutralise par addition d'une solution aqueuse 
0,4N d'acide chlorhydrique et precipite par addition de 2 volumes de 
methanol. On isole ainsi 2,23 g d'heparine depolymdrisSe, sous forme 
de sel de sodium, 



EXEflPLE 3 
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A une solution de 10 g d'heparinate de ^benzSthonium dans 250 ml de di- 
chlorome'thane on ajoute 10 g de chlorure de benzyls. 



Apres dissolution, on abandonne 24 heures a. la temperature ambisnte, 
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puis evspore le solvant sous vide. Lb residu eat diaaoue dana 150 ml 
de dimethylformamide at on precipite par addition da 150 ml d'une eolu- 
tion d'acetate de sodium e 10 % dans le methanol. On separe par filtra- 
tion 3,67 g d'eeter benzylique d'heparine, aous forma de sel de sodium. 

On traits sous agitation, pendant 2 heurea, 2 g de 1' aster ci-dessus 
aVB c 50 ml d'une solution aqueuse 0,1N d'hydroxyde de sodium a 6Q«C. 
Apree refroidiaaement, on neutralise par addition d'une solution aqueu- 
se 0,1N d'ecide chlorhydrique, puis precipita par addition de 2 volumea 
de methanol. On obtient ainai 1,54 g d'heperine depolymerisee, sous 
forme da ael de sodium. 

EXEPIPLE 4 

A una solution de 5 g d'heparinete de benzethonium dans 125 ml de di- 
chloromethane on ajoute 5 g da chlorecitate d'ethyla-et, epres dissolu- 
tion, on laisaa en contact pendant 3 joura a la temperature ambiante. 
On evepore le eolvant sous vide, reprend le reaidu par 75 ml da dime- 
thylformamide et precipite par addition de 75 ml d'une solution a 10 % 
d'acetate de sodium dans le methenol. Le precipita, eepare par filtra- 
tion, eet l^eT^i^che aoue vide. On obtient einai 1,72 g d'ester 
carbethoxymethylique d'heparine, soua forme da ael de sodium. 

On traite 1,7 g del* eater ci-deeaus per 43 ml d'une aolution aqueuse 
0,1N d'hydroxyde de sodium a 60»C, sous agitation, pendant deux heures. 
Apree refroidisaement, on neutraliaa par addition d'une eolution aqueu- 
se 0,1N d'ecide chlorhydrique et precipite par addition de deux volumes 
de methanol. On iaole par filtration 1,33 g d'heparine depolymerisee, 
aou8 forme de ael de sodium. 

EXEflPLE 5 

A une solution de 10 g d'heparinate de benzethonium dans 2S0 ml de di- 
chloromethane on ajoute 10 g de chlorure de (chloro-4)benzyle, que l'on 
dissout par agitation. On abandonna la aolution pendant 24 heures a 
temperature ambiante puis evapore le solvent sous vide. Le residu est 
repris par 150 ml de dimethylformamide et on precipite par addition da 
150 ml de aolution a 10 % d'acetate de sodium dens le methanol. Aprfea 
filtration, lavage du precipite eu methanol et sechege sous vids, on 
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isole 3,84 g d'ester chloro-4 benzylique d'heparins, sous forms de sel 
ds sodium. 

On traits 2 g de l'Bster ci-dessus par 50 ml d'une solution aqueuse 
0,1 N d'hydroxyde da sodium h 60°C, sous agitation, pendant deux heures. 
Apres refroidissement et neutralisation par une solution aqueuse 0,1N 
decide chlorhydrique, on precipite par addition ds deux volumes de 
methanol. On isole le pr6cipite par filtration, le lave au methanol et 
le seche sous vide. On obtient ainsi 1,38 g d'heparine depolym^risde, 
sous forme de sel de sodium* 

EXEKPLE 6 

A une solution de- 5 g d'heparinate de benzethonium dane 125 ml de di- 
chloromethane on ajoute 5 g de chlorure de (nitro-4)benzyle, que Van 
dissout par agitation. La solution est ensuite abandonnee pendant 
3 jours a la temperature ambiante, puis on evepore le solvant sous vide 
et dissout le r6sidu dans 75 ml de dimethylf ormamide. On precipite 
1* ester forme par addition de 75 ml de solution a 10 % d' acetate de so- 
dium dans le methanol. Le precipite est recueilli par filtration, lave* 
au methanol et e6cM sous vide. On obtient ainsi 1,89 g d f ester nitro-4 
benzylique d'heparine^sous forme de sel de sodium* 

On traite 1,85 g de 1* ester ci-dessus par 46 ml d'une solution aqueuse 
0.1N d'hydroxyde de sodium a 60°C, pendant deux heures, sous agitation* 
Aprs a ref roidlsssment, on neutralise par addition: d'une solution aqueu- 
se 0,1N d'ecide chlorhydrique, puis precipite par eddition de deux 
volumes de methenol. Le precipite est isole par filtration, lave* au 
methanol et seche 1 sous vide. On obtient ainsi 1,13 g d'heparine depo- 
lymerisee, sous forme de sel de sodium* 

EXEFIPLE 7 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzethonium dans 500 ml de di- 
chloromethane on ajoute 30 g de chlorure de benzyls, quB I 9 on dissout 
par agitation. La solution est ensuite abandonnee a temperature ambian- 
te pendant 24 heures, puis on 6 vapors le solvent sous vide et reprend 
is residu par 400 ml d'ether. L'insoluble est separe par filtration. 
On obtisnt ainsi 30 g d f ester bsnzylique d'heperine, sous forme de sel 
de benzethonium. Cet ester est dissous dans 200 ml ds dichloromethane 
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contenant 8 ml de diaza-1,5 bicyclo [4.3.0.] nonene-5. On porta a refit* 
pendant 3h30, puis evapore la solvent sous vide. La residu est dissous 
dans 450 ml da dimethyl f or mamide et on ajoute un egal volume d'une sa- 
lution b 10 % d" acetate de sodium dens le methanol. La precipite est 
recueilli par filtration at lave* au methanol. Puis on la traite a 0°C 
pendant una heure par une solution aqueusa 1N d'hydroxyde de sodium. 
Apras neutralisation, on precipite par addition de deux volumes da me- 
thanol. Le precipite est isole par filtration, lave au methanol et se- 
che sous vide. 

On obtient 6,6 g d'heparine depolymerisSe, sous forme.de sal de sodium. 
EXEHPLE 8 

A una solution de 10 g d^eparinatB de benzethonium dans 250 ml de di- 
chloromethane on ajoute 10 g de chlorure de (chloro-4)benzyle, qua l'on 
dissout par egitation. La aolution eat abandonnee & temperature ambian- 
ta pendant 24 heures, puis on evapore le solvant sous vide. On reprand 
le residu par 200 ml dither et isole par filtration le prfoipite forme. 
On obtiBnt ainsi 10 g duster chloro-4 benzylique d'heparine, sous for- 
ma de sal de benzethonium. 

On dissout 5 g de ce produit dans 100 ml da dichloromethana contenant 
1,5 ml de diaza-1,5 bicyclo [ 4. 3. o] nonene-5 et porta a reflux pendant 
4 heures*. Puis on evapore le solvant sous vide, reprand le residu par 
30 ml de dimethylfbrmamide et ajoute 100 ml d f une eolution a 10 % 
d»acetate de sodium dans le. methanol. Le precipite* forme est isole par 
filtretion, lave au methanol, puis traite par 24 ml d^na solution 
aqueuse 1N d*hydroxyde de sodium pendant une heure a 0°C. On neutralise 
par addition d" une solution aqueuse 1N decide chlorhydrique et preci- 
pite par addition de deux volumes de methanol. On s spare le precipite* 
par filtration. Apres lavage au methanol et sechaga sous vide, on 00- 
tient 1 g d'heparine depolymerisee, sous forme de sal de sodium. 

EXEMPLE 9 

A una solution da 3D g d'heparinate de benzethonium dans 600 ml de di- 
methylformamide on ajoute 30 g da chlorure de benzyle. Apres dissolu- 
tion, on laisse en contact pendant 60 heures a la temperature ambiante, 
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puis on precipite 1' ester forme per eddition de 1 200 ml d'une solu- 
tion a 10 % d'ecetate de sodium dans le methanol. Le precipiM est 
isole par filtration, lave au methanol et seche sous vide. On obtient 
ainsi 11,4 9 d'ester benzylique d'heparine, sous forme de sel de 
sodium. 

On traite 10 g de l'eater ci-dessus par 250 ml d'une solution aqueuse 
0,1N d'hydroxyde de sodium a 60°C, pendant deux heuree sous egitation. 
Apres refroidisssment, on neutralise par une solution aqueuse 0,1N 
d'ecide chlorhydrique et precipite par eddition de deux" volumes de 
methanol, ie precipite eet filtre, lave au methenol et seche sous vi- 
de. On obtient ainai 6,65 g d'heparine depolymerisee, sous forme de 
sel de sodium. 

EXEPPLC 10 

A une solution de 120 g d'heparinate de benzethonium dene 2,4 1 de di- 
methylformamide on ajoute 120 g de chlorure de (chloro-4)benzyle, que 
l'on dissout par agitation. La solution est ensuite abandonnee a tem- 
perature embiante pendent 60 heures, puie on ajoute 2,4 1 d'une solu- . 
tion a 10 % d'acetate de sodium dene du methanol. Le precipite forme 
eet sepere par filtration, lave au methenol et seche sous vide. On 
obtient ainai 46 g d'ester chloro-4 benzylique d'heparine, sous forme 
de sel de eodium. 

On traite 20 g de 1'eeter ci-dessus par 500 ml d'une solution aqueuse 
0,1N d'hydroxyde de sodium a 60-C, pendant deux heures, sous agita- 
tion. Apres refroidisssment. et neutralisation, on precipite par addi- 
tion de deux volumes de methenol. On isole par filtration 11,7 g d . h(§ _ 
parine depolymerisee, sous forme de sel de sodium. 

EXCfPLC 11 

A une solution de 30 g d'heperinate ds benzethonium dans 7S0 ml de di- 
chloromethane on ajoute 30 g d'iodure de methyla, que l'on diasout par 
agitation. On abandonne la solution pendant 48 heures a temperature 
ambiante, puis evapore le solvant sous vida. Le residu est.repris par 
450 ml de dimethylformemida et on precipite par addition de 450 ml de ' 
solution a 10 % d'acetate de sodium dsns le methanol. Apres filtration, 
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le precipits est lava" au methanol et seche sous vide. On isole ainei 
10,5 g d'eeter roethylique d'heperine, eoua forme de sel de sodium. 

On traite 2 g de V ester ci-dessus par 50 ml d'une solution aqueuse 
0,1N d'hydroxyde de sodium 6 60°C, sous agitation, pendant deux heurea. 
Apres refroidissement, on amene le pH de le solution a 4,5 environ par 
agitation evec una resine echangeuse d'iona carboxylique eoua forme H . 
La riSeine eet ensuite separee par filtration at lavee a l'eau. Les 
phases aqueuses raesemblees eont neutralises par addition- d 'una solu- 
tion aqueuee dilute d'hydroxyde de sodium, puis on lyophiliae. On ob- 
tient ainsi 2 g d'heperine depolynierisee, sous forme de sel de eodium. 

CXEPIPLE 12 

On treite 3 g de 1 • eater chloro-4 benzylique d« heparins obtenu h 
l'exemple 10 par 120 «1 d'une eolution aqueuse k 10 % de cerbonata 
disodique 6 60°C, pendant deux heurea, aoua agitation. Apr&a refroi- 
dissement, on neutraliaa par una solution aqueuse 0,4N d'scide chlo- 
rhydrique et precipite par addition de deux volumee de methanol. On 
isole par filtration 1,57 g d'heparine d6polymerieee, sous forma de 
sel de eodium. 

EXEMPLE 13 

A une eolution de 30 g d'heparinete de benzBthonium dene 600 ml de di- 
methylf ormemide' on ejoute 30 g de chloracetate d'ethyle. Apree disso- 
lution, on leisse en contact 60 heuree a la temperature ambiante, puia 
ejoute 600 ml d'une eolution & 10- £ d'acatata da sodium dane du metha- 
nol. La precipite forme eet sepsre per f iltretion, leva eu methanol 
et seche" sous vide. On obtient ainsi 10,78 g d'eeter carbethoxymethy- 
lique d'heparine, sous forme de sel de eodium. 

On met en contact, soua agitation, 3 g de 1 'ester ci-dessus svec 100 ml 
d'une solution aqueuse h 3 % de trifSthy lamina h la temperature de 60»C. 
Au bout de 5 heures, on neutreliee par addition d'une solution aqueuse 
d'acide chlorhydrique, puis precipite par addition de 2 volumes de 
methanol. On isols par filtrstion 2,5 g d'hdparine depolymerisae sous 
forms dB eel de eodium. 
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EXEFIPLE 14 

A une solution .de 5 g d'heparinate de benzdthonium dans 125 ml de di- 
chloromethane on ajoute 5 g de chloracetonitrile, que I 1 on dissout par 
agitation. On abandonnB la solution pendant 48 heures a temperature am- 
5 biants, puis on evapore le eolvant sous vide. Le residu est dissous 
dans 75 ml de* dimethylformamide et on precipite par addition de 75 ml 
d'uns solution a 10 % d'acetate de sodium dans Is methanol. Le precipi- 
te est s6par6 par filtration, lave au methanol et seche sous vide* On 
obtient ainsi 1,63 g d 'ester cyariomethylique d 1 heparins, sous forme de 
10 sel de sodium. 

On trait a 1* ester obtenu par 40 ml d'uns solution aqueuse 0,1N d' hydro- 
xyde de sodium & 60°C, sous agitation, pendant deux heures. Apres re- 
froidissement, on neutralise par addition d'uns solution ' aqueuse 0,1N 
d 1 acids chlorhydrique, puis precipite par addition de deux volumes de 
15 • .methanol. On isole par filtration 1,33 g d'heparine depolymerisee, 
sous forme de sel de sodium. 

EXEfTPLE 15 

On dissout sous agitation 3g de lister chloro-4 benzylique d' heparins 
obtenu a l'exemple 10 dans 120 ml d'une solution aqueuse a 10 % de car- 

20 bonate disodique. Apres deux heures d'agitation a une temperature de 

20°C a 25?C, on amene le pH de la solution a 6 par addition d'une solu- 
tion aqueuse N d' acids chlorhydrique, puis ajoute un volume de* methanol 
egal' h deux fois le volume de la solution aqueuse. On isole par filtra- 
tion le precipite forme et obtient ainsi 2,T g d'ester c hi or 0-4 benzy- 

25 lique d f heparins. 

On traits sous agitation, pendant deux heures, 2 g de l f ester ci-dessus 
par 50 ml d'une solution aqueuse 0,1 N d' hydroxy de de sodium a 60 °C. 
Apres refroidissement, on neutralise par addition d'une solution aqueu- 
se 0,1N d'acide chlorhydrique, puis pr6cipite par addition de deux vo- 
30 lumes de methanol. On obtient ainsi 1,4 g d' heparins depolymerisee , 
sous forms de sel de sodium. 

Dans las exemples 1 a 10 et 12 a 15 precedents, avant de precipiter le 
produit forme par addition des deux volumes de methanol, on a ajuste 
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la concentrstion en NaCl de la phase aqueuse h 10 % par addition de 
chlorure de sodium* 

EXEMPLE 16 

A une solution de 10 g d'heparinate de benzSthonium dans 250 ml de di- 
chloromSthane, oh ajoute 10 g de chlorure de (chloro-4) benzyle que 
l»on dissout par agitation. La solution est abandonnee & temperature 
ambiante pendant 24 heures, puis on precipite l 1 ester forme" par addi- 
tion d*une solution h 10 % d'acState de sodium dans du methanol. Le pre- 
cipes est filtr6, lave" au methanol. On obtient ainsi 3,72 g d'ester 
chloro-4 benzylique d 1 heparins, sous forme de sel de sodium. 

On traite a 60°C, pendant 5 heures, une solution de. 0,500 g de lister 
prudent dans 10 ml de formamide par 0,5 ml de diaza-1,5 bicyclo 
[4,3,0^ nonene-5. Apree refroidissement, on precipite par addition de 
70 ml d' acetone. On recueille ainsi 0,364 g d'un produit qui est traits' 
& 0°C, pendant 2 heurBS, par 6 ml d'une solution aqueuse N d'hydroxyde 
de sodium. La phase aqueuse est neutralist par addition d'une solution 
aqueuse N d'acide chlorhydrique et sa concentration en NaCl est ajustee 
a 10 j£ par addition de chlorure de sodiunu On precipite par addition de 
deux volumes de methanol. On isole ainsi 0,263 g d'heparine depolyme- 
ris^e, sous forme de sel de sodium. 

EXEMPLE 17 

A une solution de 10 g d'heparine (sel de sodium) dans 40 ml d'eau on 
ajoute 2,5 ml d'acide acetique puis, lentemerit at sous agitation, 150 ml 
d'unsi. solution aqueuse b 10 % de chlorure de benzethonium. Le precipite 
form6 est recueilli par centrif ugetion , lave" h l'eau et se*che* sous vide. 
On obtient 15^67 g d'heparinate acide de benzethonium. 

On traite 11 g du produit precedent par 11 g de chlorure de (chloro-4) 
benzylB disscus dans 110 ml de dimethylf ormamide , pendant 48 heures, a 
la temperature ambiante. On ajoute 220 ml d'une solution a 10 % d 1 ace- 
tate ds sodium dans le methanol. La precipite forme est filtre" et lav6 
au methanol. On* obtient ainsi 4,70 g d'ester (chloro-4) benzylique 
d'heparine, sous formB de sel de sodium. 
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4 g de l f ester ci-deesus sont dissous dans 20 ml d'eau et on ajoute 
lentement, sous agitation, 40 ml d'une solution aqueuae a 20 % de 
chlorura da benzethonium. La pr6cipite forme est racueilli par centri- 
fugation f lave a l'eau et s£ch& sous vide* On obtient ainsi 1' ester 
(chloro-4) benzylique d'heparine, sous forma de sel de benzethonium. 

1 g de !• ester ci-dessus sous forme de eel de bsnzethonium eat dissous 
dans 20 ml de dimethylformamida et est traits' par 1 ml de diaze-1,5 
bicyclo [4,3,0] nonene-5 a 60°C, pendant 5 heures. Apres refroidissa- 
mentjon precipite par addition de 50 ml d'une solution a 10 % d'acetate 
da sodium dans la methanol. On obtisnt ainai 0,346 g d'un produit qui 
est traite a 0°C, pendant deux heures, par 5,8 ml d'une solution aqueu- 
se N d' hydroxy de de sodium* La phase aqueusa est neutralises par addi- 
tion d'une solution aqueuae N d'acide chlorhydrique et sa concentration 
en NaCl est ajuatde a 10 % par addition de chlorure de sodium. On prd- 
cipite par addition de deux volumes de methanol. Apres filtration et 
lavage au methanol du precipite*, on obtient 0,253 g d'heparine depoly- 
merisee sous forme de sel de sodium. 

EXEMPLE 18 

A una solution de 10 g d'heparine (ssl de sodium) dans 40 ml d'eau on 
ajoute 2,5 ml d'acide formique puis, lentement et sous agitation, 150ml 
d'une solution aqueuae & 10 % de chlorure de benzethonium. Oh recueille 
la precipite par centrifugation, le lave & i'aau et le aeche sous vide. 
On obtient ainai 20,5 g d'heparinate aCida da benzethonium. On dissout 
2,95 g du produit precedent dans 60 ml de dimdthylf ormamide , puis on 
ajoute 5,9 ml d'une solution 0,1N d'hydroxyde de tetrabutylammonium 
dans un melange n-propenol/methanol. 

Apres addition de 2,95 g da chlorure de (chloro-4) benzyle on abandonne 
cinq jours a temperature ambiante. On ajoute 74 ml d'una solution a 10JS 
d' acitate de sodium dans la methanol. On isole par filtration 1,32 g 
d'estar (chloro-4) benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

L 1 aster ci-dessus est dissous dans 6,4 ml d'eau et or> ajoute lentement, 
sous agitation, 12,8 ml d'une eolution aqueusa a 20 % de chlorure de 
benzethonium. Le precipite forme est racueilli par centrifugation, lave 
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a I'eau et seche* sous vide. On obtient ainsi V ester chloro-4 benzyli- 
que d'heparine, sous forme de sel de benzSthonium.. 

1 g de 1' ester ci-deesus sous forme de sel de benzethonium est dissoua 
dans 20 ml de dichloromethane et on ajoute 1 ml de diaza-1,5 bicyclo 
£4,3,0} nonene-5. On chauffe au reflux pendant 5 heures, puis evapore 
le solvant sous vide, reprend le residu par 15 ml de dimSthylf ormamide 
et ajoute 20 ml d'une solution a 10 % d»acState dB sodium dans le me- • 
thanol. Le precipitin forme* est isole par filtration et leve* au methanol. 

On obtient ainsi 0,405 g d'un produit qui est traits a 0°C, pendant 
deux heurea, par 6 ml d'una solution aqueuse N d'hydroxyde de sodium. 
La phase aqueuse est neutralised par addition d'une solution aqueuse N 
d'ecide chlorhydrique et sa concentration en NaCl eat ajuetee a 10 % 
par addition de chlorure da sodium. On precipite par addition de deux 
volumes de methanol. Apree filtration et lavage au methanol du preci- 
pite, on obtient 0,355 g d'heparine depolymarisee sous forme de eel de 
sodium* 

gXEMPLE 19 

On dissout 0,600 g d'heparine (sel de sodium) dans 7 ml d'eau et ajiiste 
le pH de la solution a 3,5 par addition d'une solution aqueuse N d'aci- 
de chlorhydrique. Puis on ajoute 0,300 g d'6thyl-1 ( dimethyl amino-3 
propyl)-3 carbodiimide et, apree* dissolution, ebandonne la solution 
pendent una heure a la temperature ambiante. On ajoute 2,5 ml d'une so- 
lution equeuse de chlorure de sodium a 2B0 g/l, puis 15 ml de methanol. 
Le precipite* forme* est isolS par filtration, lavd eu methanol et sech$ 
sous vide. On obtient ainei 0,527 g d'ester imSthylique d'heparine, sous 
forme de sel de sodium, dont le taux d'eeterification des groupss car- 
boxyliques est 50 %. 

On dissout 0,300 g de I 1 ester precedent dens 7,5 ml d'une solution 
aqueuse Q,1N d'hydroxyde de sodium et cheuffe a 60°C pendant deux heu- 
ree. Apres ref roidissement on neutralise par addition d'une solution 
aqueuse 0,1 N d'acidB chlorhydrique, ajuete la concentration en NaCl 
du milieu a 10 % par addition de chlorure de sodium et precipite par 
addition de deux volumes de methanol. On obtient einsi 0,200 g d'hepa- 
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rine depolymSrisSe, sous forme de sel de sodium. 

Las tableaux B et C suivents donnent lss caractdristiques des produits 
(heparines depolymgriaSes sous forme de sel de sodium) prepares dans 
les examples 1 a 19. Las pourcentages da soufre, d'azote et decides 
5 uroniquas, les pouvoirs rotatoires specifiqueB en solution aqueuse a 
,20°C, les poida mole*culaires moyens err poids et lea activity indiquds 
dans ce tableau ont dte* determines par lea mSthodes signaleea precddem- 
ment* Dans ia colonne dispersion de poids mole*culaires figurent les 
valeurs extremes approximatives des poids moleculaires des polysaccha- 

1Q rides constitutifs des melanges, telles que d$termine*ee par chromato- 
graphic par permeation da gel sur gel de polyacrylamlde-agarose, Dana 
la colonne viscosite* figurent les viscosites a 25 °C dee solutions aqueu- 
ses a 10 % des produite. Dans la colonne absorption UV figurent les 
absorptions, sous une epaisseur de 1 cm, de solutions & 1 % des produite 

15 dans HC1 0,01N, I'absorption 6tant mesuree au maximum d^bsorption si- 
tus^ dans la zone 220 - 232 nra. 

TABLEAU C : 





Exemole 


Poids moleculaire 
moyen 
(en daltons) 


Absorption 
UV 


Activity anticoagulants 


20 




anti Xa 
in vitro 


APTT 
in vitro 


Codex 
in vitro 




16 . 


4200 


* 6' 


' 140 


63 


60 




17 


5500 


7,96 


• 165 


80 


70 




18 


4400 


6,3 


110 


60 


40 




19 


5000 


10,9 ' 


150 


45 


SO 


25 
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TABLEAU B 



Excra- 
plo 


cf 

f* 

ccidns 
urcniqucs 


% s 


• 




Poids 
molficuiairc 

(cn doltono) 


Dispszrsion 
ds poids . 
noluculsivco . 

If t W W W ^* 


1 


23,0 " 


11,5 


2,1 


+ 


4 4° 


• 7 300 


1 600 - 12 000 


2 


26,0 

• 


11,6 


2,0 




4.4° 


6 500 


1 800 - 13 000 


3 


25,4 


12,0 


2,2 




4 4° 


6 400 


3 000 -11000 


4 


23,9 


10,9. 


2,1 


+ 


35° 


.5 500 


2 200 -13 000 


5 


22,8 


12,2* 


2,2 


+ 39° 


5 000 


2 000 -13 000 


6 


24,5 


10,8 


2,3 




33° 


4 200 


1 "000 -10 000 


7 


25,2 


11,3 


2,0 


* 


33° 


4 1.00 


1 7Q0' - 10 000 


8 


23,7 


11,1 


2,2' 




35° 


4 500 


1 000 -=10 000 


9 


26,0 


11 ,8 


2,2 


+ 


38° 


4-000 


2 000 -10 000 


10 


25,2 


10,9 


2,1 


• 

+ 


41* 


3 eoo • 


1 000 - 9 000 


11 


23,8 


11 ,0 


?,3 


+ 


27° 


• 2 800 


1 000 - 8 000 


12 


23,9 


11 ,5 


'2,0 


+ 


40° 


4 000 ' 


2 000 - 9 000 


13 


24,3 


11,8 


2,2 




45° 


9 000 


3 000 -2Q00O 


14 


25,6 


12,0 


2,1 




44° 


8 500 


3. 000 -20 000 


15 


25,3 


11 ,8 


2,3 


+ 


45° 


4 000 


2 000 - 20 000 
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TABLEAU B (suite) 



plc 


Viscosity 
(en centi- 
poisec) 


Absorption 
UV 


Activity 
anticoogu- 
lsnte Codoc 

in vitro 
(u-.i,/mg) 


Activiti? 
anti-Xa 
in vitro 
(u.i./mg) 


Activit* 
A.P.T.T. 
in vitro 
(u. i. /tr.g) 


1 


2,37 


7,5 


127 


. 1 80 


105 


2 


2,25 


7,8 


116 


148 


. . i oo 


3 


2,08 • 


7,9 . 


112 


163 


89 


4 


1,93 


8,2 


83 


130 


52 


5 


1,91 ' 


9*7 


75 


118 


43 




1,74 


12,5 


60 . 


140 


33 


7 


' 1#64. 


15,0 . 


50 


130. 


30 


6 


1,61 


16,4 ' 


54 . 


110 


33 


9 


1 ,62 


14.0 


80 


■ J? 


a «; 
43 


10 


1 ,57 


15,4 


62 


159 


40 


11 


1,50 


22,8 


40 


90 


20 


12 


1,60. 


14^4 


75 


140 


.35 


13 


2,60 


• 5 ' 9 . 


135 


140 


130 


14 


2,50 


6,1 


138 


130 


130 


15 


1,65 


10,64 


110 


170 


86 
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EXEMPLE 2D 

Lb produit de l'exempls 1 d'une part at una heparine commerciale d'eu- 
tre part ont e*t6 administres, a des epoques diffeYentes, par vols sous- 
cutan^e, & cinq volonteires sains, a la dose da 5 000 u.i. Codex. Sur 
das preset/amenta sanguins effectual 1 hsure, 3 heures, 5 heurea at 7 
haurea apres 1' administration, on a mesure* 1 1 activity anticoagulante 
plasmatique au moyen dea tests anti-Xa at A.P.T.T. dSfinis pr6c6demment. 
Les r^stfltats obtenua ont 6t6 exprimes en unites internationalas par ml 
de plasma an se referent a une courbe d'Stalonnage trecSe a partir 
d'essais affectufe sur un plasma temoin auquel on a ajoute* dee quanti- 
ty connues d 'hsparine de reT6rence (3eme e"talon international). 

Les rSsultats moyens obtenus sont rassemblds dans le tableau D suivent: 

TABLEAU 0 



Temps 6coule* 
entre 1* adminis- 
tration et le 
prSlevemBnt 


Activity anti-Xa 


Activitd 


A.P.T.T. 


Produit de 
I 1 example 1 


Heparins 
commercials 


Produit de 
I'exemple 1 


Hsparine 
commerciale 


1 heure 


0,20 


0,04 


0,04 


0,05 


3 heures 


0,27 


0,08 


0,05 


0,04 * 


5 heurss 


0,28 


0,06 


0,03 


0,02. 


7 heure s 


0,22 


0,05 

\ 


0,02 


0,01 



On voit que le produit de I 1 example 1 exerce un effet anti-Xa beaucoup 
plus intsnse que celui de 1' heparins commerciale. 
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Revendications de brevet 



1. Melanges de polysaccharides sulfates ayant la structure ge*nfirale 
dee polysaccharides constitutifs de 1 9 heparins et dont les groupes 
acides sont sous forme libre ou salifi6e f caracte'rise's en ce que les 
polysaccharides constitutifs desdits melanges possedent una double 
liaison ethyldnique a l'une des extr§mite*s de leur chainB et en ce 
que les melanges pre*sentent, a l'Stat de sel de sodium, les caract€- 
ristiques suivantee r 

-.pourcentage de soufre : 9 % & 13,5 % 
• pourcentage d'azota 5 1,8 % & 2,5 % 

- pourcentage d 1 acides uroniques : 20 % a 30 % 

- poids mol6culaire moyen en poids : 2 000 a 10 000 daltons 

•* * 

- pouvoir rotatoire sp^cifique en solution aqueuse a 20°C : 
20 

: + 25° a+55« 



[•] 



0 



2. Melanges selon la revendication 1, caract£ris£s en ce que les po- 
lysaccharides constitutifs desdits melanges repondent a la formule : 



V 




H, OH (I) 



H R 1 

dans laquslle R d^signe un atome d 1 hydrogens ou un groupe carboxylique, 
sous forme acide ou sous forme salifige, R 1 d6signe un groupe OH ou un 
groupe sulfate, sou© forme acide ou sous forme salifige, ddsigne un 
groupe OH ou un groupe sulfate., sous forme acide ou sous forme sali- 
fie*e, R 2 designs un groupe sulfonate, sous forme acide ou sous forme 
salifide, ou un groupe acStyle, -0- designs un pont .oxygene, les chai- 
nons G de*signent les chalnons du type glucosamine figurent dans la 
structure de I'heparine, les chainons U ddsignent las chainpns du type 
acide uronique (acide D-glucuronique, acide L-iduronique, acide l-idu- 
ronique sulfate) figurant dans la structure de l f heparine, et n est un 
nombre entier de 3 a 20, les groupes acides des polysaccharides 6tant 
sous forme libre ou sous forme salifige. 
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3. Melanges selon l'une quelconque des revendications 1 et 2, carac- 
terisee en ca qu'ils presentent, 8 I'etat da sal da sodium, les carac- 
t6ristiques suivantss : 

- poids moleculaire moyen en poids : 8 000 a 10 000 deltons 

- sctivite snticoagulente in vitro Codex : 130 a 160u.i./mg 

- activite in vitro anti-Xa : 130 a 180 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. : 100 a 150 u.i./mg 

activity in vitro anti-Xa . . . \ 5 

- rapport * 

activity in witro A.P.T.T. 

4. melanges selon l'une quelconque des revendications 1 et 2, carac- 
terises en ce qu'ils presentent, a I'etat da sal da sodium, las carac- 
teristiques suivantss : 

- poids moleculaire moyen en poida : 3 000 a 8 000 daltons 

- activite anticoagulante in vitro Codex : 80 a 140 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 120 a 250 u.i./mg 

- activite in vitro A.P.T.T. : 80 a 120 u.i./mg *. 

activity in vitro anti-Xa . 1,4 a 3 

- rapport 

activity in vitro A.P.T.T. 

5. melanges selon l'une quelconque des re venditions 1 et 2, carac- 
terises en ce qu'ils prssentent, a l'Stat de sel de sodium, les carac- 
teristiques suivantss : • 

- poids moleculaire moyen en poids : 2 000 a 7 000 daltons 

- activity anticoagulants in vitro Codex : 10 a 80 u.i./mg 

- activite in vitro anti-Xa : 80 a 250 u.i./mg 

- activite in vitro A.P.T.T. : 10 a 80 u.i./mg 

activite in vitro anti-Xa , 9 . 1Q 

- rapport ' * a 

activite in vitro A.P.T.T. 

6. Melange selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il presente, 
a I'etat de sel de eodium, les caracteristiques suivantss : 
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20 



30 



- poids moldculaire mo/en en poids : 4 200 daltons 

20 



pouvoir rotatoire 



= + 33 c 



5 - activity anticoagulante in vitro Codex : 60 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 140 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. : 33 u.i./mg 

7. n&Lange eelon la revendication 5, caracte*ris6 en ce qu f il prSsen- 
te, k l'6tat de sel de sodium, lea caracteristiques suivantes : ' 

10 - poids moleculaire moyen en poids : 4 100 daltons 

: I 2D 

- pouvoir rotatoire * _ + 330 

|D 

• activity anticoagulante in vitro Codex : 50. u.i./mg 
15 - activity in vitro anti-Xa : 130 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. ; 30 u.i./mg 

8» Melange selon la revendication 5, caracteris6 en ce qu'il prdsen- 
te, h l'Stat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes : 



- poids moldculaire moyen err poida x 4 500 daltons 

n 20 

- pouvoir rotatoire a . a + 350 



- activity anticoagulante in vitro Codex 5 54 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 110 u.i./mg 
25 - activity in vitro A.P.T.T. : 33 u.i./mg 

9. Melange selon la revendication 5, caracterisS en ce qu'il prdsen- 
te, & l^tat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes : 



- poids moleculaire moyen en poids : 4 000 daltons 

T T D 

- pouvoir rotatoire a - + 39° 



- activity anticoagulant© in vitro Codex : 80 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa ; 159 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. : 45 u.i./mg 



r 
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10* neiange selon la revendication 5, caract6risd en ce qu'il presen- 
ts, & l'etat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes : 

• poids moleculaire moyen en poids : 3 800 daltons 

ri2o 

- pouvoir rotatoireja J = +41° 

- activity anticoagulants in vitro Codex : 62 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 159 u.i./mg 

- activite in vitro A.P.T.T. : 40 u.i./mg 

11. flange salon la revendication 5, carecteris£ en ce qu'il presen- 
ts, a I'ttat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes : 

- poids moleculaire moyen en poids : 2 800 daltons 
T -[20 



- pouvoir rotatoire *J j 



= + 27* 



15 - activity anticoagulants in vitro Codex s 40 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 90 u.i./mg 

- activite in vitro A.P.T.T. : 20 u.i./mg 

12. Melange selon la revendication 5, caractdrise* en ce qu'il presen- 
ts, a. l'etat de sel de sodium, lea caracteristiquae suivantes : 

20 - poids moleculaire moyen en poids t 4 000 daltons 

H2D 
= + 40° 

- activity anticoagulante in vitro Codex : 75 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 140 u.i./mg 
25 - activity in vitro A.P.T.T. : 35 u.i./mg 

13. Melange selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il presents, 
& l'etat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes : 

• poids .moleculaire moyen an poids : 4 000 daltons 

H2D 
D = + 45° 

- activite anticoagulants in vitro Codsx : 110 u.i./mg 

- activite in vitro anti-Xa : 170 u.i./mg 

- activite in vitro A.P.T.T* : 86 u.i./mg 
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14. Procede de .preparation das melanges salon la revendication 1, 
caracterise en ce que l»on fait reagir, an milieu aqueux at h une tarn- 
p^rature da 20°C a 80°C, un ester d'heparine, soluble dans I'eau, 
resultant da l'esterif ication partialis ou totals des groupes acidas 
carboxyliques ds l 1 heparins avec una base mindrale ou organique solu- 
ble dans l'eau at isole la produit da depblymSrisation ainsi forme. 

15* Precede selon la revendication 14, caracterise en cs que la con- 
centration molaire de la base dans le milieu est 0,1 a 0,6, 

16. Precede* de preparation des melanges selon la revendication 1, 
caracterise en ce que l T on fait reagir un ester d. 1 heparins resultant 
de 1 1 esterif ication partielie ou totale des groupes acids carboxylique 
de l'heparine avec une base, au sein d f un aolvant organique inert e du- 
dit ester, isole le produit de depolymSrisation ainsi forme* 4 l'etat 
de sel alcalin et l^ydrolyse par une solution aqueuse d'hydroxyde de 
sodium au moins 1N a basse temperature. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que la reac- 
tion de l f ester d' heparins avec la base est effectuee a. une temperatu- 
re de 2Q°C a 80 °C. 

■ 

18. Medicament utiliseble en particulier pour la prevention et le 
traitement des thromboses et pour le traitement de I 1 hyperlipemia, ca- 
recterise en ce qu'il contisnt comme ingredient actif un melange de 
polysaccharides sulfates tel que def ini dans checune des revendications 
1 a 13, les groupes acidas desdits polysaccharides etant sous forme de 
sels pharmacsutiquement accep tables. 



19. Piedicament selon la revendication 18, caracterise en ce que les 
groupes acides des polysaccharides sulfates sont sous forme de sel de 
sodium, de sel de calcium ou de sel de magnesium. 
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